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RESUMEN

Las nanofibras electrohiladas de quitosana y alcohol polivinilico (QS/PVA) han ganado relevancia
en biomedicina, pero su carga con cefuroxima (CFX) no ha sido explorada. Este trabajo propone
como novedad la obtencién de nanofibras QS/PVA cargadas con CFX, y la evaluacion de sus
propiedades. Las membranas exhibieron estructuras nanofibrosas, mayormente homogéneas
corroboradas por Microscopia Electronica de Barrido (SEM). Las micrografias permitieron fijar
condiciones de trabajo: relacion de QS/PVA de 25:75 y didmetro de aguja de 0,64 mm,
optimizando la morfologia. Por espectroscopia infrarroja se observaron posibles interacciones
entre el farmaco y la matriz, sugiriendo afinidad entre ambos componentes. El estudio de
liberacidon, mostré una salida inicial rapida del farmaco, seguida de una liberacidn més estable a lo
largo del tiempo. En las pruebas antibacterianas, las nanofibras cargadas mostraron buena
actividad inhibitoria contra E. coli. En conjunto, las membranas QS/PVA cargadas con CFX
presentaron un alto potencial como apdsitos para heridas.

Palabras clave: electrohilado; quitosana; alcohol polivinilico; liberacién controlada; actividad
antimicrobiana.

ABSTRACT

Electrospun chitosan and polyvinyl alcohol (QS/PVA) nanofibers have gained noticeability in
biomedicine, but their loading with cefuroxime (CFX) had not been previously explored. This
work introduces the novel preparation of CFX-loaded QS/PVA nanofibers and evaluates their
properties. The membranes exhibited mostly homogeneous nanofibrous structures, as confirmed
by Scanning Electron Microscopy (SEM). The micrographs guided the establishment of optimal
working conditions, specifically a QS/PVA ratio of 25:75 and a 0,64 mm needle diameter to
optimize morphology. Infrared spectroscopy revealed possible interactions between the drug and
the matrix, suggesting an affinity between both components. The release study showed an initial
rapid burst of the drug followed by a more sustained release over time. In antibacterial tests, the
loaded nanofibers showed good inhibitory activity against E. coli. Overall, the CFX-loaded
QS/PVA membranes demonstrated high potential as wound dressings.

Keywords: electrospinning; chitosan; poly(vinyl alcohol); drug delivery; antibacterial activity.
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INTRODUCCION

El proceso de cicatrizacion de heridas es complejo y
dindmico, de vital importancia para mantener la
integridad y funcién de la piel posterior a un dafio.
Este proceso comprende mdaltiples etapas, como la
hemostasia, la inflamacion, la proliferacion y la
remodelacién. Una cicatrizacién eficaz requiere una
respuesta coordinada para restaurar la barrera
protectora de la piel. 22 Sin embargo, factores como
las infecciones, las enfermedades cronicas como la
diabetes y el envejecimiento pueden dificultar este
proceso, lo que conlleva retrasos en la cicatrizacion o
la falta de ella.®* Para contrarrestar estos factores se
han disefiado diversos tipos de apdsitos y métodos de
tratamiento que buscan satisfacer las necesidades
especificas de cada tipo de herida. Dado que el uso de
apositos es el método méas popular y accesible para el
cuidado de heridas, se han desarrollado diferentes
tipos. Los hidrogeles, esponjas, peliculas y nanofibras
se consideran apoOsitos avanzados que se utilizan
actualmente en el mercado. Ellos actuan como barrera
fisica entre el tejido lesionado y el ambiente,
previniendo el deterioro del tejido y la infiltracion
microbiana.®

Entre las técnicas de preparacion de apositos, el
electrohilado ocupa un lugar destacado debido a su
simplicidad y flexibilidad, ventajas que permiten el
uso de una amplia gama de biomateriales. Formhals
patent6 en 1934 el proceso de hilado electrostatico de
alto voltaje, momento que puede considerarse el
origen de la técnica.®®

El electrohilado es una técnica muy versatil para
generar fibras continuas (con diametros que van desde
unos pocos nandémetros hasta micrometros), derivadas
de disoluciones poliméricas. El interés y el desarrollo
de dichas membranas han ido en aumento, debido a
sus caracteristicas distintivas, como una relacion
superficie/volumen excepcionalmente alto, una gran
versatilidad composicional y morfoldgica, una
estructura porosa personalizable y la capacidad de
adaptarse a diversos tamafios y forma.%4? Estas
propiedades brindan a estas membranas, altas
potencialidades para su uso en biomedicina; ya que
favorecen procesos como la adhesién celular vy
proliferacién celular, ademas de sus capacidades para
modificar la liberacién de farmacos.®

Las nanofibras electrohiladas de quitosana y alcohol
polivinilico han sido ampliamente usadas en el campo
de la biomedicina, especificamente como andamios en
la ingenieria de tejidos, como sistemas de liberacion

controlada de farmacos y en apdésitos para acelerar el
proceso de curacion y cicatrizacion de heridas.©?

La quitosana (QS) es un polimero natural que se
obtiene a partir de la desacetilacion parcial de la
quitina y presenta propiedades como: no toxicidad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, capacidad de
quelar muchos iones de metales de transicion,
propiedades antibacterianas, retencion de humedad y
facil disponibilidad; que lo hace atractivo para ser
empleado como biomaterial en apositos para
heridas.©1Y

Si bien las membranas de quitosana con fibras a
escala nanométrica presentan ventajas estructurales
significativas, también existen limitaciones para
lograrlas debido a una baja electrohilabilidad. La
quitosana en dependencia de su peso molecular, grado
de desacetilacion y masa empleada puede generar
disoluciones muy viscosas que limitan el proceso de
hilatura, ademas de que la presencia de grupos amino
en las cadenas disminuye significativamente la
electrohilabilidad.©? Por ello, suelen emplearse
combinaciones con otros polimeros como el alcohol
polivinilico, que se ha empleado extensamente en la
fabricacion de membranas electrohiladas.

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero
hidrofilico sintético, ampliamente estudiado en
aplicaciones biomédicas, debido a su no toxicidad,
hidrofilicidad y biocompatibilidad, lo que Ilo
convierte en un candidato util en diferentes formas,
incluyendo  nanofibras y  andamios. Las
caracteristicas de permeabilidad al agua del PVA lo
convierten en un candidato adecuado para su uso con
muchos farmacos, y su disolucion con otros
polimeros naturales es bastante facil. Ademas, el
PVA se utiliza principalmente en electrohilado,
debido a su alta resistencia mecanica, sus
propiedades  formadoras de fibras y su
biocompatibilidad, ademéas favorece la adhesidn,
proliferacién y migracion celular. 319

La integracidén e incorporacion de antimicrobianos,
agentes hemostaticos y terapéuticos, dentro de las
nanofibras electrohiladas ha sido investigada
constantemente.®*> Dentro de los antibidticos mas
empleados para el tratamiento de infecciones y
cicatrizacion de las heridas, se encuentran las
cefalosporinas, especificamente la cefuroxima
(CFX); la cual es un antibiotico efectivo que actia
frente a las bacterias gram-positiva y gram-negativa,
como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, que
se encuentran frecuentemente en el tejido epitelial
dafiado.>
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Sin embargo, la aplicacion de cefuroxima encapsulada
en nanofibras no ha sido estudiada y por ello el
objetivo y la novedad de este estudio radican en la
obtencion de nanofibras cargadas con este antibiotico.
La liberacion controlada de CFX a partir de las
nanofibras de QS/PV A puede contribuir a mejorar los
resultados terapéuticos al mantener una concentracién
eficaz del farmaco en el sitio diana y minimizar los
efectos secundarios sistémicos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Alcohol polivinilico (PVA) (peso molecular 125 000
g/mol, grado de hidrolisis 85-88 %) de BDH;
Quitosana (QS) (peso molecular promedio 1,51 x 10°
g/mol, grado de desacetilacion de 82 + 2 %) de Sigma-
Aldrich; Cefuroxima (CFX, sal fosfato sddica)
suministrada por el Laboratorio Farmacéutico 8 de
marzo; acido acético glacial (100%) de la firma Merck;
NaCl (99,6 %), Sigma-Aldrich; KCI (99,8 %),
REACHIM; Na;HPO, (99,0 %), AnalaR; KH;PO4
(>98,0 %), procedente de la firma REACHIM.

Preparacion de las membranas electrohiladas de
QS/PVA

Para la obtencion de las membranas electrohiladas
QS/PVA, se prepararon inicialmente las disoluciones
de QS y PVA, que fueron mezcladas posteriormente en
diferentes proporciones, para llevar a cabo el proceso
de electrohilado. La disolucion de quitosana se prepard
al 2,5 % (m/v) en acido acético diluido al 2 % (v/v) y la
disolucion de PVA fue preparada al 8 % (m/v) en agua
caliente a 80 °C.

Para la obtencion de las membranas, se utilizé un
equipo comercial de electrohilado de la firma FNM
Electroris, Labscale Electrospinning Unit Modelo
ES1000. En esta etapa de la investigacion, se evalud la
incidencia de algunos parametros del proceso sobre las
caracteristicas finales de las nanofibras. Se variaron la
composicién de la mezcla polimérica a electrohilar y el
didmetro interior de la aguja empleada. El resto de los
parametros que son las distancia aguja-colector,
velocidad de flujo y voltaje aplicado, permanecieron
constantes. Las condiciones trabajadas se describen en
la Tabla 1.

Una vez prefijadas las mejores condiciones de trabajo
se obtuvieron las membranas cargadas con cefuroxima.
Para ello se prepard inicialmente una disolucion de
cefuroxima de 30 mg/mL en metanol, de ella se tomé
una alicuota de 320 pL que se adicioné goteando sobre

los 5 mL de mezcla polimérica y se dejé agitando por
una hora antes de realizar el proceso de electrohilado.

Tabla 1. Condiciones de trabajo para la obtencién de las
membranas electrohiladas

Muestra disol. QS disol. PVA  Diametro interior
(%) (%) de la aguja (mm)
QP1 20 80 0,60
QP2 25 75 0,60
QP2a 25 75 0,84

Caracterizacion morfoldgica de las membranas
electrohiladas

Las membranas obtenidas se caracterizaron por
microscopia electronica de barrido (SEM) para
observar la morfologia y el didmetro de las nanofibras
que la componen. Se emple6 un microscopio
electrénico TESCAN MIRA 3 LMN, y las imagenes se
tomaron con un voltaje de aceleracion de 15 kV. Las
muestras fueron recubiertas previamente con oro, en un
equipo de Desk Sputter Coater de alta resolucion. A
partir de un grupo de imagenes obtenidas, se realizé un
procesamiento de las mismas con el software Image-J
(National Institutes of Health (NIH)) para determinar el
didmetro promedio. Se consideraron 100 fibras para
hallar el diametro promedio de cada muestra obtenida.

Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de
las membranas

Las membranas  fueron  caracterizadas  por
Espectroscopia Infrarroja a Transformada de Fourier,
empleando un equipo modelo IR Prestige-21 de la
firma Shimadzu, con camara de Reflectancia Total
Atenuada Specac-Golden Gate Single-Reflection ATR-
GS10500 con cristal de Diamante/ZnSe. Mediante esta
técnica, se observo la composicion y las posibles
interacciones entre los componentes de las membranas;
a partir de la interpretacion de sus bandas
caracteristicas. Los espectros se tomaron en el intervalo
de 650 a 4000 cm™, con una resolucién de 4 cm™ a 50
barridos.

Estudio de liberacion de la cefuroxima a partir de
la membrana de QS/PVA

Las membranas cargadas obtenidas se cortaron en
piezas de 1 cm® Se seleccionaron seis muestras que
fueron pesadas, de la cuales tres se incubaron por 48 h
en 5 mL de buffer fosfato salino (PBS), para
determinar el contenido promedio de principio activo
por masa inicial de membrana. Una vez transcurrido el
tiempo, se cuantificd la cantidad de farmaco mediante
espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda de
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277 nm; en un espectrofotometro Shimadzu UV-1280.
Previamente, se obtuvo la curva de calibracién de CFX
a partir de disoluciones de concentracion conocida
entre 1y 10 ppm. La masa de las membranas pesadas
se encontrd en el rango de 5,5-9,0 mg. Determinada la
masa de farmaco ocluido, y conociendo la masa inicial
de cada muestra, se establecio una relacion de masa de
farmaco por masa de membrana, que fue tenida en
cuenta para el posterior estudio de liberacion.
Las tres muestras restantes se emplearon para realizar
el estudio de liberacién, siendo incubadas en 10 mL de
PBS, y a intervalos de tiempos preestablecidos, se
extrajeron 0,5 mL del medio, que fueron reemplazados
con PBS fresco. Los estudios se realizaron a 37 °C
empleando una estufa Binder modelo FD23L con
control de temperatura digital. La cantidad de CFX
liberada en el tiempo se siguid igualmente por
espectrofotometria UV-Visible a una longitud de onda
de 277 nm, empleando la misma curva de calibracion
antes mencionada. El por ciento de farmaco liberado en
el tiempo (% CFXIib) se calculo empleando la
ecuacion (1).
% CFX;p = mmL:’ + 100 M
donde:
miip: Masa de CFX liberada en cada tiempo.
m;. masa inicial de CFX en la membrana.
Por ultimo, se evaluaron tres modelos matematicos
para predecir un posible mecanismo, que pudieran
condicionar el proceso de liberacién del farmaco a
partir de las membranas. Los tres modelos estudiados
fueron el de Korsmeyer-Peppas (ecuacion 2),4°
Lindner-Lippold (ecuacién. 3)“? y Peppas-Sahlin
(ecuacion 4):4®

— 7 s 1
o @)
donde:
M¢Moco: cantidad de farmaco liberado en un tiempo t.
K: constante de velocidad de liberacion.
N: exponente difusional, que de acuerdo su valor,

define el posible mecanismo de liberacién en
dependencia de la morfologia del sistema estudiado.

Moy (3)

El modelo de Lindner Lippold, parte del modelo
descrito por Korsmeyer-Peppas y adiciona el término
b, que esté asociado al efecto rafaga (liberacion répida
inicial), que se observa muchas veces en los procesos
de liberacion.

ﬁ_ & 1110 5 F2M
Mm_Kl t" + K, =t @)

donde:

Mi/Moo: fraccién de farmaco liberado en el tiempo t.

Ki y Kj: constantes cinéticas asociadas a la difusion
Fickiana 'y la relajacion de las cadenas
respectivamente.

M: exponente difusional.

Ensayo de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana in vitro de las membranas
se evaluo de acuerdo con el método de difusion en
disco o método de difusion en agar. El estudio se
realizd empleando una cepa de Escherichia coli (ATCC
25922). Las placas se llenaron con agar Mueller-
Hinton (MHA) esterilizado, la superficie del agar se
inoculd completamente usando un hisopo estéril,
impregnado en una suspension bacteriana de 1,5 x 10°
unidades formadoras de colonias (CFU)/ mL. Se
procedié a estriar en la superficie del medio agar
Mueller-Hinton, realizdndose tres estrias en tres
direcciones, deslizando el hisopo por el agar y
realizando las rotaciones de 60° sin dejar zonas libres
para conseguir una siembra uniforme y, por ultimo,
deslizando por la periferia de la placa.

Las membranas cargadas y sin cargar, se cortaron en
discos de un cm de didmetro, y fueron previamente
esterilizadas en placas Petri estériles, durante una hora
por ambas caras con radiacion ultravioleta.
Posteriormente, las membranas y el disco del
antibidtico cefuroxima se colocaron en contacto directo
con la superficie del Agar, cumpliendo con el protocolo
de distancia de los discos. Luego, se incubd la placa
invertida durante 18 h a 37 "C. Transcurrido el tiempo
de incubacion, se midi6 el diametro del halo de
inhibicién del crecimiento, cumpliendo con la norma
establecida (Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing of The Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)).2?
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RESULTADOS Y DISCUSION

Anélisis morfolégico de las membranas

La morfologia y distribucion de tamafios de las fibras
electrohiladas, puede controlarse mediante diferentes
pardmetros del proceso, como la concentracion y
viscosidad de la disolucion, el voltaje aplicado, la
velocidad de flujo, entre otros factores. En la Figura 1
se muestran las micrografias de SEM obtenidas de las
tres membranas confeccionadas por la técnica de
electrohilado, en las cuales se observa la morfologia y
el diametro de las fibras.

oW A 571

Fig. 1- Imgees de SEM de las me
(@) QP 1, (b) QP 2, (c) QP 22

Al analizar las imagenes de la Figura 1 (a), que
corresponde a las fibras obtenidas a partir de la mezcla
QS PVA de 20:80 (QP1), se observa la presencia de
una amplia cantidad de perlas o gotas interconectadas a
través de fibras muy finas. En esta técnica uno de los
factores que incide en la morfologia es la
concentracion y viscosidad de la mezcla. Cuando la
viscosidad es demasiado elevada se obstaculiza la
formacion de la fibra, debido a que las cargas eléctricas
no generan la fuerza suficiente para vencer el
entrelazado de las cadenas de polimero y poder obtener
un efecto de estiramiento de la fibra adecuado. Por el
contrario, cuando la concentracién polimérica es baja y
la viscosidad es menor, el entrelazado de las cadenas es
pobre, lo cual genera la formacion de fibras y perlas
durante el proceso de electrohilado, como se evidencid
en las micrografias.?

Las micrografias de las muestras QP2 y QP2a,
presentan fibras lisas sin la presencia de perlas, lo cual
demuestra que el incremento del 5 % en el contenido
de quitosana en la mezcla, permite alcanzar la
viscosidad necesaria para obtener morfologias
adecuadas. Este resultado coincide con el alcanzado

' Adicionalmente,
. correspondientes a las muestras QP2 y QP2a, hay

por Li y col., en un estudio previo similar, en el que
concluyeron que la incorporacion del PVA favorecia el
proceso de electrohilado, pero solo hasta cuando la
concentracion de quitosana alcanzaba un 25 % del
total. 2 También puede haber una influencia del
aumento de cargas, la quitosana es un polisacarido
catiénico, con grupos amino unidos a su estructura
principal que, al disolverse en &cido acético, se
protonan a iones -NHs". La protonacion de los grupos
amino genera repulsiones de carga que provocan la
expansion de las cadenas y como resultado su
interaccion con el PVA aumenta, mejorando la
formacion de fibras al mantener la estabilidad del
chorro expulsado durante el electrohilado. Por ello,
cuando la concentracion de quitosana es menor,
disminuye el entrelazamiento y la interaccion
polimero-polimero, causando asi que el chorro
expulsado pierda su estructura fibrosa, rompiéndose en
secciones interconectadas, que pueden dividirse en
secciones més pequefias, y formar perlas o gotas,
como se observo en la muestra QP1.

entre las micrografias b y c,

ligeras diferencias que podrian denotar cierta
influencia del diametro interior de la aguja en el
proceso. En el caso de la muestra QP2a, se observan
ramificaciones desde fibras mas gruesas o puntos de
interconexion que generan fibras fusionadas, a
diferencia de lo observado para la muestra QP2. La
gota que se forma a partir de una aguja de mayor
diametro, tiene un mayor volumen, por lo cual puede
suceder que el efecto del voltaje aplicado no sea
suficiente para formar una fibra fina, independiente y
continua.Y) Por otro lado, el chorro generado tiene
un mayor contenido de disolvente que puede
implicar un proceso de secado mas lento, que
conlleve a la deposicion de fibras mas gruesas y
ramificadas.

Definido que una relacion 20:80 QS/PVA y un
diametro interior de la aguja de 0,84 mm no eran
parametros favorables para la obtencién de fibras
lisas, continuas y uniformes; se estableci6 como
condiciones de trabajo una mezcla QS/PVA de 25:75
y un didmetro interior de la aguja de 0,60 mm, y bajo
las mismas se obtuvieron las membranas cargadas
con CFX (QP2-CFX). Una vez obtenidas fueron
caracterizadas por SEM (Figura 2b), y se observa
que las fibras mantienen una morfologia similar a la
de las membranas sin farmaco.
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Fig. 2- Micrografias de las membranas QP2 (a) y QP2 - CFX (b)
acompafiadas de las distribuciones de tamarios obtenidas por
procesamiento de imagenes con el software Image-J (c y d)

En la Figura 2b se observa, que las fibras obtenidas,
después de la incorporacion del farmaco a la matriz,
son lisas, homogéneas y continuas, por lo cual
presentan una elevada similitud con las muestras sin
cargar (Figura 2a). Por otro lado, de acuerdo con el
analisis del tamafio de las fibras medidas con el
software de procesamiento de imagen empleado, el
didmetro promedio de las fibras disminuyo ligeramente
en las membranas con el farmaco incorporado (163 +
39 nm) en comparacion al de las membranas vacias
(179 £ 41 nm). Estos resultados demuestran que la
morfologia de las fibras no se afecta notablemente con
la adicion de la CFX, aunque disminuye ligeramente su
didmetro promedio. Segin Cheng y col., esto puede
deberse a que la adicion del farmaco influye en la
conductividad o viscosidad de la disolucion,
provocando cambios en la morfologia y/o tamafio de
las fibras.%

En el proceso de electrohilado, tanto el tipo de
polimero, el disolvente empleado, asi como sales
ionizables, que pueden ser en este caso farmacos en
forma de sales, influyen en la conductividad de la
disolucion final a electrohilar. En presencia de un
campo eléctrico, un chorro de fibra altamente
conductora experimenta una mayor fuerza de traccion
en comparacion con uno menos conductor, por lo que
al aumentar la conductividad eléctrica de la disolucion
esta experimenta una mayor fuerza de traccion,
provocando una disminucion del diametro de la
nanofibra.®

Estudio de las membranas mediante FTIR

La caracterizacion mediante espectroscopia infrarroja
permite  identificar  los  grupos  funcionales
caracteristicos de los componentes de las membranas, y
contribuye a identificar posibles interacciones que
ocurren entre los polimeros, en el proceso de formacion
de la membrana. La Figura 3 muestra los espectros
obtenidos de la cefuroxima y las membranas de
QS/PVA, obtenidas con y sin farmaco.

Membrana QP2-CFX

2940 2895 1761

3275 1666

Membrana QP2

1655
1565 850

1418
2040 2908 1050

3324

—— Cefuroxima (CFX)

Transmitancia (%)

3000 2500 2000 1500 1000
Nimero de onda (cm™)
Fig. 3- Espectros infrarrojos de las membranas QP2, QP2-CFX y

del antibidtico cefuroxima

T
4000 3500

En el espectro correspondiente a la membrana QP2
mostrada en la Figura 3, se observan bandas
referentes a ambos polimeros de partida. En el
intervalo de los 3500 — 3200 cm™ se observa una
banda de absorcion ancha atribuida a las vibraciones
v(OH) y v(NH), presentes en ¢l PVA y la quitosana;
ademas esta asociada a la formacion de enlaces por
puente de hidrogeno intermoleculares entre las
cadenas de PVA y QS.%? Las dos sefiales que se
observan a 2940/2906 cm™ estan asociadas a la
v™(CHy) y v(CH) del PVA.®Y Mientras que las
sefiales en 1655 y 1565 cm™ son conocidas como las
bandas amida | y amida Il de la quitosana, y
corresponden al enlace C=0 propio del grupo amida
y a la deformacion N-H o doblaje del grupo amino
(NH,;). También estd presente una banda en el
entorno de los 1418 cm™ asignada al doblaje en el
plano del enlace C-H, tanto del PVA como de la QS.
Cabe destacar que la banda intensa que se observa a
los 1090 cm™ es atribuida a la v*(C-O) del PVA,
mientras la sefial a los 850 cm™, al doblaje fuera del
plano de los metilenos del propio polimero.#20)
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En el espectro de la cefuroxima (Figura 3), se observan
varias bandas, muchas de ellas intensas, relacionadas
con los modos vibracionales de los grupos funcionales
presentes en su estructura. Las observadas a los 3491 y
3260 cm™, estan asociadas a la vibracion de valencia
de los grupos -OH y -NH. La molécula en su estructura
contiene varios grupos C=0, vinculados a: anillo [3-
lactdmico (1753 cm™), a la amida (1665 cm™) y al
carboxilo de &cido, que en este caso estd en forma de
carboxilato (COO") por hallarse como una sal sodica
(1597 cm™).®

En el espectro de la membrana QP2-CFX de la Figura
3, se aprecian varios solapamientos entre dos 0 mas
sefiales de los componentes. La banda alrededor de
1761 cm™ corresponde al grupo C=O del anillo
lactdmico proveniente de la cefuroxima. Ademas, se
observa la sefial en 1666 cm™ del carbonilo de amida,
como una banda ancha, debido al solapamiento ya
referido.®® Una de las principales sefiales a tener en
cuenta en este estudio es la que ubicada entre los 3600
y 3100 cm™, donde se observa el desplazamiento del
méximo de 3324 cm™ presente en la membrana sin
farmaco, a los 3275 cm™ en la cargada con CFX. El
desplazamiento de la posicion del maximo de esta
sefial se puede atribuir a las interacciones por puente de
hidrégeno o la formacion de éster que se producen
entre los grupos -COQO" de la CFX y lo grupo -OH de la
quitosana o el PVA. Similares resultados fueron
reportados en el trabajo desarrollado por Pawar y col.>

Estudio de liberacion de la cefuroxima a partir
de la membrana de QS/PVA

El perfil de liberacién de CFX obtenido a partir de la
membrana cargada aparece en la Figura 4. El por
ciento liberado se determind en funcion de la masa
inicial de farmaco ocluida en la matriz, previamente
calculada de acuerdo con la masa de la muestra
seleccionada, como se describe en materiales y
métodos. En la curva se observan dos etapas, una
donde ocurre la salida mas rapida del farmaco que
alcanza el 55 % en las primeras ocho horas de estudio y
la segunda, que transcurre durante un tiempo de
cuarenta horas, en la que se incrementa
controladamente la liberacion, hasta alcanzar un
maximo del 82 %.

Este tipo de comportamientos resulta frecuente en
matrices como la estudiada, en las cuales se emplean
polimeros hidrofilicos como el PVA, que favorece una
rapida absorcién del fluido circundante, y permite que

el farmaco que se encuentra méas en la superficie, salga
facilmente. Adicionalmente en este caso, la CFX al
estar en forma de sal s6dica es un compuesto soluble,
con lo cual se favorece también el proceso de
liberacion por solubilizacion de la molécula ocluida.
Estos resultados coinciden con los alcanzados por
Sakthi Velu y col., que obtuvieron una liberacion de
acido flufendmico del 64 % a partir de membranas de
PVA/QS en las primeras cinco horas de estudio,
seguida de una liberacion sostenida, que alcanzo el
88 % en las siguientes 19 horas.%

100

Cefuroxima liberada (%)

0 10 20 30 40 50

tiempo (h)
Fig. 4- Perfil de liberacién de la cefuroxima cargada en las
membranas QP2 (curva azul) y el correspondiente ajuste al modelo
de Lindner-Lippold ( linea negra)

Para identificar el posible o los posibles mecanismos
que estuvieran incidiendo sobre el proceso de
liberacion, se utilizaron los tres modelos matematicos
descritos en materiales y métodos, cuyos resultados se
describen la Tabla 2. En el de Korsmeyer-Peppas y
Peppas-Sahlin, el coeficiente de correlacion fue muy
bajo, lo que evidencia que las ecuaciones propuestas no
permiten describir correctamente la relacion entre las
variables, a partir de la data experimental obtenida. Sin
embargo, el propuesto por Lindner-Lippold si mostro
un mejor ajuste con un R? superior a 0,95. Este modelo
introduce una modificacion a la ecuacion de
Korsmeyer-Peppas a partir de la incorporacion del
término b, como se observa en la ecuacion (3) descrita
en materiales y métodos, el cual segun los autores esta
asociado al efecto rafaga o “burst” como se le conoce
en inglés, y no tenerlo en cuenta, conduce a una
correlacién més pobre de los datos experimentales.®?
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Tabla 2. Parametros de ajuste de los modelos matematicos
estudiados

Modelos Parametros Resultados
Korsmeyer - Peppas K 117 + 16
N 05+0,1
R? 0,5268
Peppas - Sahlin K1 38 +23
K, 0
N _—
R? 0,3273
Lindner - Lippold K 4+1
B 42 +2
N 0,64 +0,09
R? 0,9701

En la Tabla 2 se muestran los valores de cada término
después del ajuste a los diferentes modelos. En el caso
del modelo de Lindner-Lippold el exponente difusional
n tiene un valor 0,64, lo que indica que el posible
mecanismo es de tipo Caso Il o transporte anomalo, en
el cual estdn presentes dos procesos simultaneos de
liberacion, la difusion fickiana y la relajacion de las
cadenas del polimero. 81718

Ensayo de actividad antimicrobiana

La actividad del antibidtico tras su incorporacion en
una matriz polimérica es un factor significativo para los
materiales antibacterianos. La actividad antimicrobiana
in vitro se evalu6 llevando a cabo el método de
difusion en discos sobre una placa de agar Mueller-
Hinton (MHA). Primeramente, se determino el halo de
inhibicién del disco patron de referencia del antibidtico
(cefuroxima) empleado frente al crecimiento del
microorganismo E. coli. En la Figura 5 (a) y (b) se
observa, que alrededor del disco de referencia existe un
halo de inhibicion bien definido, cuyo didmetro es de
aproximadamente 26 mm. Este halo de inhibicion
indica que el microorganismo que se esta evaluando (E.
coli) es sensible a la cefuroxima de acuerdo con el
patron de este antibidtico reflejado en la norma
cLs1.®

Al evaluar la actividad antimicrobiana de la membrana
sin cargar (QP2) y la membrana cargada (QP2-CFX)
frente a la bacteria E. coli (Figura 5 a y b), s6lo se
observé halo de inhibicion en el caso de la membrana
QP2-CFX, con un diametro de 15 mm (Figura 5b),
valor inferior al patron de referencia (disco de
cefuroxima). Sin embargo, de acuerdo a los estandares,
se clasifica como actividad antimicrobiana intermedia,
demostrando que el microorganismo sigue siendo

sensible. Estos resultados indican que ademas ocurre
un proceso de difusion del antibidtico ocluido en la
matriz hacia el exterior manteniendo su efecto
antimicrobiano. Resultados similares a los observados,
fueron obtenidos en estudios previos, por Yang y col.®
Estos  autores, elaboraron  membranas  de

QS/PVA/GO/Ciprofloxacino y
QS/PVA/Ciprofloxacino, para su aplicacion como
apdsito en el tratamiento de heridas, y al evaluar su
actividad antimicrobiana frente a E. coli, obtuvieron
halos de inhibicion de 18,7 mm y 19,2 mm,
respectivamente.

. (b) -— QP2-CFX

Fig. 5- Evaluacion antimicrobiana de nanofibras de QS y PVA
cargadas de cefuroxima y sin cargar, (@) QP2 y (b) QP2-CFX
contra E. coli

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se establecieron los
parametros de trabajo para obtener membranas de
QS/PVA por la técnica de electrohilado, con
morfologias nanofibrosas altamente homogeéneas, sin
la presencia de perlas. Los diametros promedio
obtenidos fueron de 179 + 41 nm y 163 £ 39 nm para
las nanofibras vacias y cargadas, respectivamente. La
caracterizacion por FTIR mostrd, que en las
membranas estan presentes ambos polimeros de
partida, asi como el antibidtico en el caso de las
cargadas, y que existen interacciones entre el farmaco
y la matriz. La liberacion de CFX ocurre con una
salida inicial mas rapida, que luego tiene un
comportamiento mas controlado en el tiempo. El
ajuste con el modelo de Lindner - Lippold mostro que
hay dos mecanismos que inciden de forma simultanea
en la liberacién, la difusion fickiana y la relajacion de
las cadenas poliméricas. Se demostré que las
nanofibras de  QP2-CFX  tienen  actividad
antibacteriana contra la cepa de E. coli evaluada. Los
resultados obtenidos sugieren que las membranas de
QS/PVA cargadas con CFX presentan un gran
potencial como apdsitos para heridas.
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